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れたのは明治 19 年（西暦 1886 年）6 月 25 日にさかのぼる 1)。以降、医学や薬
学の進歩に伴って、順次に改正が施されてきた。現在では第十六改正日局が施
















































経皮吸収促進剤には、アルコール類 8,9)、脂肪酸類 10,11)、脂肪酸エステル類 12,13)、
テルペン類 14,15)、ピロリドン類 16,17)、界面活性剤類 18,19)、Azone 類 20,21)など、様々
な種類があるが、古くからの使用実績を考慮すると、最もよく用いられる成分
としてエタノール（EtOH）がある。エストラジオールやフェンタニルパッチは



























































































FD-4 は Sigma-Aldrich Co., Ltd.（St. Louis、MO、U.S.A.）より購入したものを用
いた。その他の試薬及び溶媒は市販の特級もしくは HPLC 用のものを精製せず
に用いた。Table 1 にモデル化合物の物理化学的パラメータを示す。 
 
Table 1  Physicochemical properties of model compounds  
 








Model compounds M.W. Log Ko/w
a)
Deuterium oxide (D2O) 20 ―
Isosorbide-5-mononitrate (ISMN) 191 -0.15143)
Isosorbide dinitrate (ISDN) 236 1.2244)
Calcein sodium (CA) 668 -3.545)




 冷凍状態の YMP 背部皮膚を室温で解凍した。その後、表皮及び真皮上層部を
ダーマトーム（Acculan® 3Ti Dermatome：B.Braun、Tuttlingen、Germany）にて真
皮下層及び皮下組織及び皮下脂肪と分離した。なお、表皮及び真皮上層部の厚
みは 1.2 mm になるように設定した。 
 
4. In vitro 皮膚透過実験法 
摘出後のYMP皮膚（full-thickness skinまたは stripped skin）を有効透過面積 3.14 
cm
2の縦型拡散セル（Fig. 1）に装着し、レシーバー側（真皮側）に pH 7.4 リン
酸緩衝液（PBS）18.0 mLを適用した。YMP stripped skin はセロテープ®（ニチバ
ン株式会社、東京、日本）で角層側を剥離する操作を 50 回繰り返し、角層を完
全に取り除いた皮膚とした。その後、0%、20%、40%、60%、80%、100%（v/v）
に調製した EtOH 水溶液をドナー側（表皮側）に 1.5 mL 適用し、12 時間の前処
理を行った。前処理後に皮膚表面を精製水で 3 回洗浄し、レシ－バー溶液を 2
倍希釈した PBS（D2O の透過実験時）もしくは PBS（ISMN、ISDN、CA、FD-4
の透過実験時）と入れ換えた。次に、55.2 mM の D2O、700 mM ISMN、4.0 mM ISDN、
1.0 mM CA、1.0 mM FD-4 をドナー側に適用した。なお、種々化学物質のドナー
溶液は PBS に溶解して調製した。縦型拡散セル内は 32°C に保ち、スターラーで
撹拌した。透過実験は 8 時間（ISDN）、12 時間（D2O、ISMN）、30 時間（CA、
FD-4）実施した。経時的に真皮側セルから 500 μL のレシーバー溶液をサンプリ











 D2O の濃度は、サンプルを遠心分離（18,000×g、5 min、4°C）した後、得られ
た上清を CaF2セル（光路長：0.025 mm、窓板：30 mm×4 t）（ジーエルサイエン
ス株式会社、東京、日本）に入れ、フーリエ変換赤外分光光度計（IRAffinity-1；
株式会社島津製作所、京都、日本）を用いて O-D 伸縮振動強度（2512 cm-1）を
測定して求めた。 
 CA 及び FD-4 の濃度は、サンプルを遠心分離（18,000×g、5 min、4°C）した
後に得られた上清を、蛍光分光光度計（RF 5300PC；株式会社島津製作所）を用
いて測定して求めた。測定条件は、励起波長が 488 nm（CA）及び 490 nm（FD-4）、
蛍光波長が 515 nm（CA）及び 520 nm（FD-4）であった。 
ISMN 及び ISDN の濃度は HPLC（Prominence；株式会社島津製作所）を用い
て測定して求めた。ISMN の皮膚透過実験のレシーバーサンプル 200 μL にメタ
ノールを同容量加え、同様の ISDN のサンプル 200 μL に内部標準物質を溶かし
た溶媒（1 µg/mL 4-ヒドロキシ安息香酸ブチル／メタノール）を同容量加え、そ
れぞれを撹拌・遠心分離（18,000×g、5 min、4°C）した。得られた上清の 20 µL
Skin membrane 









を HPLC に注入して分析を行った。HPLC システムはポンプ（LC-20AS；株式会




ニトリル（9 : 1）を、ISDN の定量時の移動相には超純水／HPLC 用アセトニト
リル（3 : 2）を用い、流速は 1.0 mL/min、UV 波長は 220 nm とした。なお、カ
ラムオーブンは 40˚C に設定した。  
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イルから、皮膚透過係数 P（permeability coefficient、cm/s）を算出した。 
角層は部位によって異なるものの、約 20 層の角層細胞層からなり、厚みは約
20 µm である。角層は最外層より 1 日 1 層ずつ順次に落屑していくため、落屑層
















































































ここで、皮膚バリアの厚みを表す L は変化しないと仮定すると、D/L2 は拡散パ
ラメータ（diffusion parameter、1/s）、K･L は分配パラメータ（partition parameter、
cm）として表すことができる。さらに、得られた薬物透過プロファイル（Fig. 2）
から、time-lag method を用いて拡散遅延時間 Tlag（h）を算出した。なお、Tlagは





















































































































第 3 節 結果 
 
1． D2O の YMP 皮膚透過に及ぼす EtOH 前処理の影響 
まず、D2O の YMP full-thickness skin 透過性に及ぼす EtOH 前処理の影響につ
いて試験した。各濃度の EtOH 水溶液で前処理した皮膚を用いて、D2O の皮膚透
過実験を行った。Fig. 3 に D2O の 12 時間に亘る YMP 皮膚透過量に及ぼす前処





Fig. 3  Effect of different concentrations of EtOH pretreatment on the cumulative 
amounts of D2O permeated through YMP skin over 12 h 
Each point represents the mean ± S.D. (n=3‒4). 
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2． FD-4 の YMP 皮膚透過に及ぼす EtOH 前処理の影響 
続いて、FD-4 の YMP 皮膚透過（full-thickness and stripped skin）に及ぼす EtOH
前処理の影響について調査した。FD-4 の YMP full-thickness と YMP stripped skin
透過挙動をそれぞれ Fig. 4 に示す。FD-4 の YMP full-thickness skin 透過量は、低
濃度 EtOH の前処理で増大したものの、高濃度 EtOH の前処理ではむしろ減少し
た。0%つまりは水単味での前処理時と 100%つまりは EtOH 単味での前処理時の
30 時間に亘る FD-4 の YMP full-thickness skin 透過量を比較すると、EtOH 単味で
処理した場合は、水単味で処理した場合の約 20 分の 1 の透過量しか得られなか
った。この現象が皮膚のどの部分に EtOH が作用することで引き起こされている
かを調べるため、stripped skin にて同様に透過量を比較したところ、透過量の差
は約 2 分の 1 まで縮まった。すなわち、EtOH 処理は full-thickness skin を介した







   
Fig. 4  Pretreatment effect of different concentrations on the time course of cumulative 
amount of FD-4 that permeated through full-thickness YMP skin (a) and stripped YMP 
skin (b) 
Symbols: water (●), 20% EtOH (○), 40% EtOH (□), 60% EtOH (◇), 80% EtOH (△), 
100% EtOH (×) 
Each point represents the mean + S.D. (n=4‒7). 
 
  






















































3． 種々化合物の YMP 皮膚透過係数に及ぼす EtOH 前処理の影響 
そこで次に YMP 皮膚透過性に及ぼす前処理 EtOH 濃度の影響を、分子量だけ
でなく脂溶性も異なるモデル化合物（D2O、ISMN、ISDN、CA、FD-4）間で比
較した。各前処理 EtOH 濃度に対する化学物質の皮膚透過係数を Table 2 に、水
処理時の皮膚透過係数との比を Fig. 5 に、皮膚透過係数の対数との関係を Fig. 6
に示す。水溶性化合物である ISMN、CA、FD-4 の皮膚透過係数は、低濃度 EtOH
の前処理で増大した。しかし、前処理 EtOH 濃度が 60%を超えると逆にそれら化
合物の皮膚透過係数は減少した。特に、100% EtOH での前処理時の CA や FD-4
の皮膚透過係数は水処理時のそれに比べて著しく減少した。一方、極性物質で
ある D2O や脂溶性化合物の指標である ISDN の皮膚透過係数に対する EtOH 前
処理の影響は小さく、EtOH 濃度の違いによるそれら化合物の皮膚透過係数の差
はほとんどみられなかった。ISMN と ISDN の分子量は同程度にもかかわらず、
皮膚透過係数に対する EtOH 前処理の影響については異なる挙動を示した。 
 
Table 2  Permeability coefficient of model drugs that obtained from their skin permeation 
profiles  
 




0 20 40 60 80 100
PD2O (cm/s) ×10-6 1.46 ± 0.50 1.67 ± 0.19 1.78 ± 0.30 1.49 ± 0.32 1.52 ± 0.45 1.46 ± 0.70
PISMN (cm/s) ×10-7 1.46 ± 0.36 2.70 ± 0.35 3.44 ± 0.88 2.61 ± 0.34 1.92 ± 0.93 0.97 ± 0.62
PISDN (cm/s) ×10-6 2.77 ± 0.05 3.32 ± 0.69 2.99 ± 0.42 2.65 ± 0.77 2.58 ± 1.06 2.57 ± 0.82
PCA (cm/s) ×10-8 4.99 ± 1.10 11.6 ± 4.26 8.82 ± 1.74 3.87 ± 0.06 2.67 ± 1.20 0.29 ± 0.07




Fig. 5  Pretreatment effect of different concentrations of EtOH pretreatment on the 
normalized permeability coefficient of model compounds.  The normalized data were 
calculated by dividing the value of permeability coefficients with EtOH treatments by 
those for 0% EtOH.  
 Symbols: D2O (○), ISMN (□), ISDN (◇), CA (△), FD-4 (×) 
Each point represents the mean ± S.D. (n=3‒7). 
 
 
Fig. 6  EtOH-concentration profile of logarithm of skin permeability coefficients of model 
compounds 
Symbols: D2O (○), ISMN (□), ISDN (◇), CA (△), FD-4 (×) 
Each point represents the mean ± S.D. (n=3‒7). 
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水溶性化合物の皮膚透過係数は前処理 EtOH 濃度によって変化した。EtOH 処
理による水溶性化合物の皮膚透過係数の変化の要因を調べるため、透過プロフ
ァイルから拡散パラメータ及び分配パラメータをそれぞれ算出した。それらの
パラメータはラグタイムより求めた。FD-4 と ISDN の皮膚透過における分配パ
ラメータ及び拡散パラメータに及ぼす前処理 EtOH 濃度の影響を Fig. 7 に示す。
水処理時の拡散パラメータ及び分配パラメータのそれぞれをコントロールとし、
各 EtOH 濃度に対するそれぞれのパラメータを比で表した。FD-4 の拡散パラメ
ータは EtOH 濃度によらずほぼ一定であったものの、分配パラメータは 40%まで
の EtOH 処理で増加し、60%以上の EtOH 濃度では徐々に減少した。EtOH 濃度
と分配パラメータの関係における挙動は、Fig. 5 で示した EtOH 濃度と皮膚透過
係数の関係における挙動とよく似ていた。一方、前処理 EtOH 濃度によって皮膚
透過係数がほとんど変わらなかった ISDN では、拡散パラメータ及び分配パラメ






Fig. 7  Pretreatment effect of different concentrations of EtOH pretreatment on the 
normalized diffusion and partition parameter of FD-4 and ISDN.  The normalized data 
were calculated by dividing the value of diffusion and partition parameter with EtOH 
treatments by those for 0% EtOH. 
Symbols: diffusion parameter (●), partition parameter (○) 
Each point represents the mean ± S.D. (n=4‒7). 
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第 4 節 考察 
 






く、本研究では皮膚膜を厚めに設定した。FD-4 の full-thickness skin 及び stripped 
skin 透過挙動の比較から、この条件においても角層透過が律速段階であり、皮膚
を１層として仮定して解析することに問題はないと考えられた。 
EtOH 水溶液による前処理は、水溶性化合物である ISMN、CA、FD-4 の皮膚



















一方、水の指標として用いた D2O や脂溶性化合物の指標として用いた ISDN



































第 2 編 
化学物質の皮膚透過性に及ぼす 
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第 1 章 
角層実質及び毛嚢を介した化学物質の皮膚透過性の評価 54) 
 

















































第 1 節 実験方法 
 
1. 実験材料 
 リドカイン塩酸塩（LC）は Sigma-Aldrich Co., Ltd.から購入したものを用いた。
FD-4 は第 1 編と同様のものを用いた。ナイルレッドは関東化学株式会社（東京、
日本）から購入したものを用いた。その他の試薬及び溶媒は市販の特級もしく
は HPLC 用のものを精製せずに用いた。Table 3 にモデル化合物の物理化学的パ
ラメータを示す。 
 
Table 3  Physicochemical properties of model compounds 
 
a) Logarithm of octanol/warter partition coefficient at 37˚C, b) determined with pH 5.0 
phosphate buffer, c) determined with pH 10.0 carbonate buffer, d) determined with pH 7.4 









Model compounds M.W. log Ko/w
a) pKae)





















 Silicone Dielectric Grease: Synco Chemical Corp.、Bohemia、NY、U.S.A.）を
混合し、HFP agentを調製した。毛嚢を介した化学物質の皮膚透過を妨げるため、




となり、認識しうる全ての毛嚢を HFP 処理した場合は、有効透過面積（1.77 cm2）
中の約 2 割の面積を占める。HFP 処理を施した皮膚は、角層側を上にして、PBS







Fig. 8  Effective penetration area of pig ear skin before (a) and after (b) HFP treatment 
with HFP agent 
 
5. In vitro 皮膚透過実験法 
 ブタ耳皮膚（non-treatment skin または hair follicles-plugged skin）を有効透過面
積 1.77 cm2の縦型拡散セル（Fig. 1）に装着し、レシーバー側（真皮側）に PBS
を 6.0 mL適用した。その後、ドナー側（表皮側）に精製水を 1 mL 適用し、1 時
間の水和処理を行った。1 時間後にドナー側の精製水を取り除き、pH 5.0 に調整
した 100 mM LC（1/30 mM リン酸緩衝液）、pH 10.0 に調整した 10 mM LC（1/30 
mM 炭酸緩衝液）、PBS に溶解した 5 mM FD-4 を 1.0 mL 適用した。LC は、pH 5.0
ではイオン形、pH 10.0 では分子形として存在する。縦型拡散セル内は 32°C に
保ち、スターラーで撹拌した。透過実験は 8 時間（LC）、12 時間（FD-4）実施
した。経時的に真皮側セルから 500 μL のレシーバー溶液をサンプリングした後、










 FD-4 適用群に関しては、透過実験終了後、回収したブタ耳皮膚表面を PBS で
洗浄し、凍結包埋剤（Super Cryoembedding Medium、Leica Microsystems Inc.、
Wetzlar、Germany）で包埋し、-80˚C イソペンタン中にて速やかに凍結させた。





LC の濃度は HPLC を用いて測定した。LC の皮膚透過実験のレシーバーサン
プル 200 μL に内部標準物質を溶かした溶媒（20 µg/mL 4-ヒドロキシ安息香酸ア
ミル／アセトニトリル）を同容量加え、撹拌・遠心分離（18,000×g、5 min、4 °C）
した。得られた上清の 20 µLをHPLCに注入して分析を行った。HPLCシステム、
カラムは第 1 編と同様のものを用いた。移動相には pH 6.5 に調整した 10 mM リ
ン酸緩衝液／HPLC 用アセトニトリル（1 : 1）を用い、流速は 1.0 mL/min、UV
波長は 230 nm とした。なお、カラムオーブンは 40˚C に設定した。 
















式中の Q は実測の皮膚透過量であり、H は有効透過面積に対する HFP 処理を

















第 3 節 結果 
 
1.  FD-4 適用後の皮膚切片の観察 




は、毛孔部から毛嚢峡部にかけて（角層表面から約 400 µm）FD-4 由来の蛍光が




Fig. 9  Two typical CLSM images of pig ear skin after skin permeation test of FD-4 with 
(a) or without (b) HFP 





2．イオン形及び分子形 LC のブタ耳皮膚透過性に及ぼす HFP 処理の影響 
続いて、イオン形及び分子形 LC のブタ耳皮膚（full-thickness skin）透過性に
及ぼす HFP 処理の影響について調査した。HFP 処理を施した後、pH 5.0 もしく
は pH 10.0に調整したLC水溶液を皮膚適用し透過実験を行い、Qhfpを算出した。
LC は、pH5.0 ではイオン形として、pH10.0 では分子形として存在する。イオン
形及び分子形 LC のブタ耳皮膚（full-thickness skin）透過挙動をそれぞれ Figs. 10a, 
b に示す。イオン形 LC の皮膚透過量は HFP 処理によって大きく減少した。8 時
間後の累積透過量で比較すると、HFP を施すことでイオン形 LC の皮膚透過量は
約 6 分の 1 まで低下した。一方、分子形 LC の皮膚透過量にはほとんど変化は見
られなかった。また、皮膚全面に HFP agent を塗布した場合、イオン形及び分子







Fig. 10  Time course of changes in the cumulative fraction of LC that permeated through 
pig ear skin at pH 5.0 (a) and 10.0 (b).  The cumulative amount of LC permeated through 
a unit area of skin was calculated using excluding the HFP agent treated area. 
Symbols: non-treatment skin (○), recognizable all hair follicles-plugged skin (×), whole 
skin penetration area-blocked skin (●) 






































a) pH 5.0 (Ionized LC)







b) pH 10.0 (Unionized LC)
0           2          4 6   8
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3．LC と FD-4 のブタ耳皮膚透過性に及ぼす HFP 数の影響 
ここまでに、HFP agent を用いた HFP 処理は化学物質の毛嚢を介した透過を妨





20、30、40 に設定し、HFP 処理後に pH 5.0 に調整したイオン形 LC 水溶液の皮
膚透過実験を行い、Qhfpを算出した。HFP を施したブタ耳皮膚を介したイオン形
LC の透過挙動を Fig. 11a に、その透過挙動から算出した皮膚透過係数と HFP 数
との関係を Fig. 11b に示す。HFP 数の増加とともに LC の皮膚透過量は減少し、






Fig. 11  Time course of the cumulative amount of LC that permeated through pig ear skin 
at pH 5.0 (a) and effect of number of hair follicles plugged on the skin permeability 
coefficient of LC (b).  The cumulative amount of LC permeated through a unit area of 
skin was calculated using excluding the HFP agent treated area. 
Symbols: number of hair follicles-plugged; 0 (○), 10 (△), 20 (□), 30 (◇), 40 (－)  
Each point represents the mean ± S.D. (n=3‒6). 
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PLC = -3.6×10-10 X ＋2.1×10-8
r = -0.95, p < 0.05 
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次に高分子量化合物である FD-4 の皮膚透過性と HFP 数の関連を調べた。HFP
数を 0、10、20、30、40 に設定し、HFP 処理後に FD-4 水溶液のブタ耳皮膚透過
実験を行い、Qhfpを算出した。HFP を施したブタ耳皮膚における FD-4 の皮膚透
過挙動を Fig. 12a に、皮膚透過係数と HFP 数との関係を Fig. 12b に示す。HFP




Fig. 12  Time course of the cumulative amount of FD-4 that permeated through pig ear 
skin (a) and effect of number of hair follicles plugged on the skin permeability coefficient 
of FD-4 (b).  The cumulative amount of FD-4 permeated through a unit area of skin was 
calculated using excluding the HFP agent treated area. 
Symbols: number of hair follicles plugged; 0 (○), 10 (△),20 (□), 30 (◇), 40 (－)  
Each point represents the mean ± S.D. (n=3‒6).  
 
  










































































PFD-4 = -1.4×10-11 X ＋7.7×10-10
r = -0.93, p < 0.05 





配パラメータは、第 1 編と同様の方法を用いて計算した。HFP 未処理時の拡散
パラメータ及び分配パラメータのそれぞれをコントロールとし、HFP 数に対す
るそれぞれのパラメータの比を Fig. 13 に示す。イオン形 LC 及び FD-4 共に、拡
散パラメータにおいては HFP 数にかかわらずほとんど差が見られなかった。一
方、イオン形 LC 及び FD-4 のそれぞれ分配パラメータは HFP 数と共に徐々に減
少し、それぞれ有意な直線性の相関（r = -0.95 及び r = -0.91）がみられた。 
 
 
Fig. 13  Effect of number of hair follicles plugged on the normalized diffusion parameter 
and partition parameter of ionized LC (a) and FD-4 (b).  The normalized data were 
calculated by dividing the value of diffusion and partition parameter with HFP treatments 
by those for 0‒HFP. 
Symbols: diffusion parameter (●), partition parameter (○) 
Each point represents the mean ± S.D. (n=3‒6). 
  
Number of hair follicles plugged



















YD/L2 = -3.9×10-3 X ＋1.0
(r = -0.71)
YK･L = -1.4×10-2 X ＋9.2×10-1
(r = -0.95, p < 0.05) 
Number of hair follicles plugged







YD/L2 = 5.7×10-3 X ＋9.4×10-1
(r = 0.74)
YK･L = -1.9×10-2 X ＋9.9×10-1
(r = -0.91, p < 0.05) 
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一方、intact skin では毛嚢の奥でも FD-4 由来の蛍光が観察された。したがって、
HFP agent で毛嚢漏斗部を埋める処理は、毛嚢を介する化学物質の皮膚透過を妨
げる有効な手段であることが視覚的に確認された。 
そこで次に、EtOH 前処理を行っていない皮膚における、イオン形 LC 及び分
子形 LC の皮膚透過への毛嚢経路の寄与について検討した。LC の pKa は 7.9 で
あるため 65)、pH 5.0 では 99.9%以上がイオン形 LC として存在し、pH 10.0 では
99%以上が分子形LCとして存在する。そこでイオン形LCの皮膚透過性は pH 5.0
の LC solution 適用後の結果から、分子形 LC の皮膚透過性は pH 10.0 のその結果
から評価した。HFP 処理は、イオン形 LC の皮膚透過性を抑制し、分子形 LC の
皮膚透過性にはほとんど影響を与えなかった。また、イオン形及び分子形 LC は






オン形 LC の皮膚への分配性の低下により説明された。すなわち、HFP 処理はイ




場合においても、イオン形 LC の皮膚透過はわずかに観察された（Fig. 10a）。こ
れは、イオン形 LC がプラッギングしていない角層実質、汗腺、未処理の毛嚢（実
体顕微鏡下では視覚的に確認できなかった毛嚢）を経て透過したためであると
















分配パラメータのばらつきが LC のそれよりも大きいのは、FD-4 の皮膚透過量


















第 2 章 
エタノール処理皮膚を用いた化学物質の毛嚢透過性評価 67) 
 










水溶性のモデル化合物として ISMN、イオン形 LC、フルオレセインナトリウム 

















Table 4  Physicochemical properties of model compounds 
 
a) Logarithm of octanol/warter partition coefficient at 37˚C, b) determined with pH 7.4 





 本編第 1 章と同様の動物を用いた。 
 
3. 皮膚の摘出法 
本編第 1 章と同様の方法を用いた。 
  
Model compounds M.W. log Ko/w
a) pKad)
Isosorbide-5-mononitrate (ISMN) 191 -0.151b,43) ―e)
Lidocaine hydrochloride (LC) 271 -0.93c,43) 7.965)
Fluorescein sodium (FL) 376 -0.62b,46) 2.3、4.3、6.568)
FITC-Dextran 4 kDa (FD-4) 3300‒4400 -0.773b,46) 6.466)
46 
 
4. HFP 法 
本編第 1 章と同様の方法を用いて HFP 処理を施した。本章では HFP 数を 30
に設定した。1 つ毛嚢に対して HFP を施した場合の皮膚表面の処理面積は約
0.006 cm
2となるので、30の毛嚢をHFP処理した場合は、有効透過面積（1.77 cm2）
中の約 1 割の面積を占める。 
 
5. In vitro 皮膚透過実験法 
 ブタ耳皮膚（non-treatment skin または hair follicles-plugged skin）を有効透過面
積 1.77 cm2の縦型拡散セル（Fig. 1）に装着し、レシーバー側（真皮側）に PBS
を 6.0 mL 適用した。その後、0%、20%、100%（v/v）に調製した EtOH 水溶液




HFP 処理後の皮膚は、再度、縦型拡散セルに装着し、レシーバー側の PBS は入
れ替えた。その後、PBS に溶解した 700 mM ISMN、1 mM FL、5 mM FD-4、そ
して1/30 mMリン酸緩衝液にてpH 5.0に調整した100 mM LCをドナー側に1 mL
適用した。縦型拡散セル内は 32 °C に保ち、スターラーで撹拌した。透過実験は
8 時間（ISMN、LC）あるいは 12 時間（FL、FD-4）実施した。経時的に真皮側
セルから 500 μL のレシーバー溶液をサンプリングした後、一定量を保つために






 ISMN、FD-4 の濃度は、第 1 編と同様の方法を用いて測定した。 
LC の濃度は、本編第 1 章と同様の方法を用いて測定した。 
FL の濃度は、サンプルを遠心分離（18,000×g、5 min、4 °C）した後、得られ
た上清は蛍光分光光度計（RF 5300PC；株式会社島津製作所）を用いて測定した。
測定条件は、励起波長が 485 nm、蛍光波長が 530 nm であった。 
 
7.  TLC による脂質の分析法 
 前処理によって抽出された脂質を TLC にて定性的に分析した。In vitro 皮膚透
過実験時と同様に、ブタ耳皮膚を縦型拡散セルに装着し、レシーバー側に PBS
を 6.0 mL適用した。その後、0%、20%、100%（v/v）に調製した EtOH 水溶液、
クロロホルム／メタノール（2：1、v/v）溶液を角層側に 1 mL 適用し、12 時間
の前処理を施した。12 時間後、各前処理溶液をマイクロチューブに回収し、窒
素乾固した。その後、クロロホルム／メタノール（2：1、v/v）溶液を 1 mL 加え、
よく撹拌し、TLC 用試料とした。なお、標準溶液は、0.05%トリオレイン、0.05%
コレステロール、0.05%パルミチン酸、0.05%セラミドⅢをクロロホルム／メタ
ノール（2：1、v/v）溶液に溶解して調製した。これらの試料を長さ 20 cm の薄
層板（HPTLC Silica gel 60 F254；Merck、Darmstadt、Germany）に 50 µL スポッ
トし、展開溶媒にクロロホルム／メタノール／酢酸（190：9：1）を用いて、展
開溶媒の先端が原線から 10 cm まで達するまで展開した。なお、TLC の操作法
は第十六改正日本薬局方解説書の一般試験法の項に則り実施した 69)。取り出し
た薄層板を風乾し、8%リン酸水溶液に溶解して調製した 10%硫酸銅試薬に 10




第 2 節 結果 
 
1.  水溶性化合物の毛嚢透過経路に及ぼす EtOH 処理の影響 
  まず、水溶性化合物である ISMN、イオン形 LC、FL、FD-4 のブタ耳の毛嚢透
過経路に及ぼす EtOH 前処理の影響について調査した。0%、20%、100%EtOH で
皮膚を前処理し、次に HFP 法を用いて、化学物質の皮膚透過経路のひとつであ
る毛嚢経路を塞いだ。HFP 処理は、有効透過面積（1.77 cm2）中に存在する約 60
の毛嚢の内の 30 に対して行った。その後、HFP 処理後にモデル化合物の皮膚透
過実験を行った。 
Fig. 14 に各モデル化合物の皮膚透過挙動を示す。ISMN の皮膚透過量は HFP
処理によってほとんど変化しなかった。イオン形 LC の皮膚透過量は 0%EtOH
の前処理時に HFP 処理によって減少したものの、20%、100%EtOH の前処理時
における減少量は少なかった。一方、FL や FD-4 の皮膚透過量は、どの EtOH 濃
度においても HFP 処理により減少した。さらに、これらの結果から各化学物質
の透過量の HFP 処理による減少率を評価した。Fig. 15 にそれぞれの EtOH 濃度
における HFP 処理の有無間での累積皮膚透過量と、HFP 処理による累積皮膚透
過量の減少率を示す。ISMN は EtOH 濃度に関わらず、HFP 処理による累積皮膚
透過量の減少率は低かった。イオン形 LC は 0%EtOH の処理時において、その







   
   
Fig. 14  Time course of changes in the cumulative fraction of ISMN (a), ionized LC (b), 
FL (c) or FD-4 (d) that permeated through different concentrations of EtOH treated-pig 
ear skin with or without 30-HFP.  The cumulative amount of chemical compounds 
permeated through a unit area of skin was calculated using excluding the HFP agent 
treated area. 
Symbols: water treated-skin without HFP (○), 20% EtOH treated-skin without HFP (△), 
100% EtOH treated-skin without HFP (□), water treated-skin with 30-HFP (●), 20% 
EtOH treated-skin with 30-HFP (▲), 100% EtOH treated-skin with 30-HFP (■)  









































































































Fig. 15  Difference of normalized cumulative amount of compounds that permeated 
through each concentration of EtOH pretreated-skin with or without 30-HFP.  The 
cumulative amount of chemical compounds permeated through a unit area of skin was 
calculated using excluding the HFP agent treated area.  The normalized data were 
calculated by dividing the value of cumulative amount of drug permeated with EtOH and 
HFP treatments by those for 0% EtOH without HFP. 
Symbols: without HFP (□), with 30-HFP (■) 
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2. 種々濃度 EtOH の処理によって抽出される脂質の分析 










Fig. 16  Thin-layer chromatogram of skin lipid extracted with pretreated water (a), 20% 
EtOH (b), 100% EtOH (c), chloroform/methanol (d) and standard solution (e)   
 
  





→ Palmitic acid (0.45)
→ CeramideⅢ (0.23)
Standard compounds (Rf value)
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第 3 節 考察 
 




前処理後、本編第 1 章にて開発した HFP 処理を施し、水溶性化合物の皮膚透過
実験を行った。なお、HFP 数は 30 に設定した。用いたブタ皮膚の有効透過面積






とは困難であったことも HFP 数の設定理由に挙げられる。加えて、本編第 1 章
で説明したように、ブタには機能的なエクリン汗腺はほとんど存在せず、角層
表面に直接出ている汗腺自体も少ない。そのため、主な皮膚透過経路は角層実
質と毛嚢の 2 つの経路に絞られる。 
水溶性のモデル化合物として、ISMN、イオン形 LC、FL そして FD-4 を選択
した。HFP 未処理の場合の EtOH 処理の影響をみると、20%EtOH によってそれ
ら化合物の皮膚透過性は上昇し、100%EtOH によってそれらの皮膚透過性は減少
した。これは本編第 1 章で示した結果と同様の傾向であった。これら化合物の




毛嚢を主に透過する化学物質の場合、30 の HFP 処理によって、透過量は半減
することになる。ISMN では、前処理 EtOH 濃度に関わらず、HFP の透過に及ぼ
す影響は小さかった。すなわち、ISMN は主に角層実質を透過する化学物質であ
り、EtOH 処理によって角層実質の状態が変化するために透過性も変化すると考
えられた。一方、イオン形 LC では、水処理時における 30 の HFP 処理によって、
透過量が大きく減少した。これはイオン形 LC の皮膚透過には毛嚢経路が重要で
あることを示す。しかしながら、20%及び 100%EtOH で処理した場合、HFP に
よるイオン形 LC の透過量の減少率は 0%EtOH 処理時よりも小さくなった。こ
れは EtOH で処理することにより、イオン形 LC の皮膚透過に及ぼす毛嚢経路の
寄与が低くなり、角層実質経路の寄与が高まったためであると推定された。す
なわち、EtOH 処理はイオン形 LC の角層実質の透過性を変化させると考えられ
た。FL と FD-4 では、どの濃度においても HFP 処理によって透過量は大きく減
少した。これは、EtOH処理はFLや FD-4の毛嚢透過性を変化させることを示す。
Todo らは、FL や FD-4 の 3 次元培養皮膚の透過性は、ヘアレスラット皮膚のそ
れに比べて非常に低いことを報告している 46)。その理由として、培養皮膚には

































のように HFP 処理の影響をほとんど受けない水溶性化合物がある一方で、FL や
FD-4 のように HFP 処理の影響を大きく受ける水溶性化合物も存在した。また、






































第 1 節 実験方法 
 
1. 実験材料 
 第 1 編と同様の材料を用いた。 
 
2. 実験動物 
 第 1 編と同様の動物を用いた。 
 
3. 皮膚の摘出法 
 第 1 編と同様の方法を用いた。 
 
4. In vitro 皮膚透過実験法 




















































YMP を用いた皮膚透過実験後の皮膚インピーダンスより算出した。Fig. 17 に皮
膚電気伝導性と EtOH 前処理濃度に対する関係を示す。脂溶性化合物の ISDN、
水の D2O、水溶性化合物の ISMN、CA、FD-4 のいずれの化学物質の透過実験時
においても、皮膚電気伝導性は 20%、40%の EtOH 前処理で高くなり、60%以上
では EtOH 濃度が高くなるにつれ、皮膚電気伝導性は低くなった。 
 
 
Fig. 17  Effect of EtOH pretreatment on the electrical skin conduction 
Symbols: D2O (○), ISMN (□), ISDN (◇), CA (△), FD-4 (×) 
Each point represents the mean ± S.D. (n=3‒7). 
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向は同様であった。CA と FD-4 では皮膚透過性の変化の方が大きかった。特に
100%EtOH 処理後の皮膚電気伝導性は、水処理時よりもわずかに低いレベルであ
ったにも関わらず、CA と FD-4 の皮膚透過係数は著しく低かった。 
 
 
Fig. 18  Effect of EtOH pretreatment on the normalized electrical skin conduction (○) 
and permeability coefficient of hydrophilic compounds (●).  The normalized data were 
calculated by dividing the value of electrical skin conduction and permeability coefficient 
with EtOH treatments by those for 0% EtOH. 
Each point represents the mean ± S.D. (n=3‒7). 
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第 4 節 考察 
 
水溶性化合物の皮膚透過経路は、水で満たされているまたは水が容易に浸入
できる、もしくはその両方であると考えられる。本研究における in vitro 皮膚透











の変化は、D2O では 0.3‒0.4 (1/kΩ/cm
2
)、CA では 0.3‒0.7 (1/kΩ/cm2)、ISMN、ISDN
及び FD-4 では 0.2‒0.6 (1/kΩ/cm2)となった。溶液中に含まれるイオンの濃度が、
















た。100%EtOH 処理時において、CA や FD-4 の皮膚透過性は大きく低下するが、
Na




る可能性が考えられる。100%EtOH 処理による皮膚透過性の減少は CA よりも分
子量の大きい FD-4 の方で影響がより大きく、Na+や Cl-が ISMN と同程度のサイ























CA の皮膚透過性に及ぼす EtOH の影響は FD-4 のそれの場合と同様の傾向で





























第 4 編 
角層の秩序構造に及ぼすエタノールの影響 84) 
 


































第 1 節 実験方法 
 
1. 実験材料 
 EtOH は第 1 編と同様のものを用いた。トリプシン、トリプシンインヒビター
は Sigma-Aldrich Co., Ltd.のものを用いた。その他の試薬及び溶媒は市販の特級
もしくは HPLC 用のものを精製せずに用いた。 
 
2. 実験動物 























水溶液を 2 時間適用した。EtOH 処理した角層は、窒素還流下で、角層中の EtOH
水溶液の含量が 20 wt%となるように調整した。得られた角層は、約 5 mg ずつガ
ラス製のキャピラリーチューブに詰め、直ちにシールした。なお、EtOH 濃度ご




5. X 線回折実験法 
 本実験は、課題番号 2012B1255 において SPring-8（兵庫、日本）の BL40B2
にて小角・広角 X 線回折測定を行った。波長（λ）0.0709 nm（17.5 keV）、カメ
ラ長 500 nm、300 mm 角のイメージングプレート（R-AXIS IV; 株式会社リガク、
東京、日本）を用いて回折像を取得した。露光時間は 15 秒とした。散乱ベクト






第 2 節 理論 
 
1. 回折プロファイルの算出 













SPring-8 の BL40B2 では、S = 0.05‒3.0 nm-1の範囲に及ぶ小角と広角の X 線回
折同時測定を行った。小角領域に散乱強度の強い回折ピークがある場合、それ
よりも広角側に高次の回折ピークが検出される。小角領域には細胞間脂質を構
成する炭化水素鎖の軸方向に周期性をもつ、層周期がおよそ 13 nm の長周期ラ
メラ構造及び層周期がおよそ 6 nmの短周期ラメラ構造に由来する回折ピークが
あらわれ、S = 0.077 nm-1 及び S = 0.167 nm-1付近にそれぞれの 1 次回折ピークが
検出される 91,93)。炭化水素鎖と直交する断面内で並ぶ炭化水素鎖の充填構造に













子定数は 0.41 nm と 0.37 nm であることから、S = 2.4 nm-1付近に六方晶及び斜方
晶由来の、S = 2.7 nm-1付近に斜方晶由来の回折ピークが認められる 94)。中角領





第 3 節 結果 
 
1.  ヘアレスマウス角層の秩序構造に及ぼす EtOH 濃度の影響 
  Fig. 19 に種々濃度の EtOH 水溶液を適用したヘアレスマウス角層の S = 0.05‒
3.0 nm







Fig. 19  X-ray diffraction profiles in the hairless mouse stratum corneum as a function of 






























































Fig. 20aに S = 0.10‒0.40 nm-1の範囲の小角領域のX線回折プロファイルを示す。
S = 0.12 から 0.25 nm-1にかけて、長周期及び短周期ラメラ構造に由来する 3 つの
回折ピークが重なっているが、この領域のプロファイルが EtOH 濃度によって変
化した。加えて、S = 0.30 nm-1付近及び S = 0.37 nm-1付近に、長周期及び短周期
ラメラ構造に由来する単一の回折ピークがそれぞれ確認された。Fig. 20b に S = 
2.0‒3.0 nm-1の範囲の広角領域の X 線回折プロファイルを示す。S = 2.4 nm-1付近
の回折ピークは六方晶と斜方晶由来で、S = 2.7 nm-1付近の回折ピークは斜方晶




Fig. 20  Small-angle X-ray diffraction profiles (a) and wide-angle X-ray diffraction 
profiles (b) in the hairless mouse stratum corneum as a function of the concentration of 






































































































2.  小角領域における回折ピークの解析 
さらに、Fig. 20a に示した小角領域で回折ピークが重なり合う部分（S = 0.12‒
0.25 nm
-1）のスペクトルデータにガウシアン関数を用いてフィッティングを行い、
個々の回折ピークを解析した。典型例として、Figs. 21a, b に、60%及び 100%EtOH
処理時のヘアレスマウス角層の小角領域の回折ピークに対するフィッティング
解析の結果をそれぞれ示す。S = 0.12‒0.25 nm-1の領域においては、長周期ラメラ
構造の 2 次と 3 次の回折ピーク、短周期ラメラ構造の 1 次の回折ピークが測定
されている。Figs. 21a, b で示されるように、小角領域の X 線回折プロファイル
は 3 つのガウシアンカーブとバックグラウンド直線の合計に良く合致した。ま





















Fig. 21  Typical curve fitting analysis to small-angle X-ray diffraction profiles of the 
stratum corneum of hairless mice treated with 60% EtOH (a) and 100% EtOH (b, c).  
The thin solid line shows the mean of raw small-angle X-ray diffraction profiles.  The 
thick solid line indicates the best-fitted curve composed of the sum of Gaussian dotted 
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を有する 4 次の回折ピークから求めた。さらに、各 EtOH 処理濃度に対する水処
理時の周期及び半値全幅値との比を Fig. 22 に示す。長周期ラメラ構造において
は、周期やピーク幅に及ぼす EtOH 濃度の影響は小さかった。一方、短周期ラメ




Table 5  The repeat distance (a) and full width at half maximum (b) obtained from the 
4th order diffraction peak for the long lamellar structure and the 1st order diffraction 





a) Repeat distance (nm)
EtOH concentration (% (v/v)) 0 20 40 60 80 100
Long lamellar structure 13.26 13.30 13.30 13.33 13.30 13.17
Short lamellar structure 6.29 6.13 6.13 5.86 5.95 6.42
b) Full width at the half maximum (×10-2 nm-1)
EtOH concentration (% (v/v)) 0 20 40 60 80 100
Long lamellar structure 0.93 0.89 0.89 0.91 0.85 0.88





Fig. 22  Effects of EtOH treatment on the repeat distances (○ or ●) and the full widths at 
half maximum (△ or ▲) for the 4th order diffraction of the long lamellar structures and 
the 1st order diffraction of the short lamellar structures.  The normalized data were 
calculated by dividing the values of repeat distances and full width at half maximum with 
EtOH treatments by those for 0% EtOH.  The open circle or open triangle and the closed 
circle or closed triangle show the long lamellar structures and the short lamellar structures, 
respectively. 
  
0          20        40         60        80       100




























































3.  広角領域における回折ピークの解析 
Fig. 20b に示すように、広角領域には、S = 2.4 nm-1付近に六方晶及び斜方晶由
来の、S = 2.7 nm-1付近に斜方晶由来の回折ピークが認められた。なお、S = 2.7 nm-1
付近の斜方晶由来の回折ピークが 2 つに割れていると仮定し、Fig. 21 と同様の
解析を行い、S = 2.64 nm-1付近と S = 2.67 nm-1付近のピークに分離した。S = 2.7 
nm
-1 付近の割れた回折ピークは 2 つのガウシアンカーブとバックグラウンド直
線の合計に良く合致した。これらの回折ピークから求めた格子定数を Fig. 23 に、




Fig. 23  Effects of EtOH treatment on the lattice constants for the diffraction peaks at S = 
2.4 nm
-1
, S = 2.64 nm
-1
, and S = 2.67 nm
-1
.  The open circle, open triangle, and open 
square show the diffraction peaks at S = 2.4 nm
-1
, S = 2.64 nm
-1
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Fig. 24  Effects of EtOH treatment on the normalized full widths at half maximum for the 
diffraction peaks at S = 2.4 nm
-1
, S = 2.64 nm
-1
, and S = 2.67 nm
-1
.  The normalized data 
were calculated by dividing the values of full width at half maximum with EtOH 
treatments by those with 0% EtOH.  The open circle, open triangle, and open square 
show the diffraction peak at S = 2.4 nm
-1
, S = 2.64 nm
-1
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4.  中角領域における回折ピークの解析 
次に、中角領域の S = 1.0 nm-1付近に観察される、ソフトケラチン由来の広い
幅の回折ピークの解析を行った。Fig. 25 に種々濃度の EtOH 水溶液を適用したヘ
アレスマウス角層の X 線回折プロファイルを示す。 
 
 
Fig. 25  Medium-angle X-ray diffraction profiles in the hairless mouse stratum corneum 




























































さらにそれぞれの回折ピークに対して Fig. 21 と同様の解析を行い、ピークの








Fig. 26  Effects of the EtOH treatment on the reciprocal of the peak position (○) and the 
full width at half maximum (△) for the soft keratin 
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Fig. 27  X-ray diffraction profiles in the pig stratum corneum as a function of the 



























































































Fig. 28aに S = 0.120‒0.245 nm-1の範囲の小角領域のX線回折プロファイルを示
す。この領域では細胞間脂質中のラメラ構造の周期に由来する回折ピークが見
られ、その挙動は EtOH 濃度によって異なったものの、ピーク強度が弱いため、
ピーク分離による解析はできなかった。Fig. 28b に S = 2.0‒3.0 nm-1の範囲の広角





Fig. 28  Small-angle X-ray diffraction profiles (a) and wide-angle X-ray diffraction 
profiles (b) in the pig stratum corneum as a function of the concentration of EtOH, where 


























































































































































Fig. 29 に S = 0.96 nm-1付近に観察されるソフトケラチンによる回折ピークを
示す。さらにそれぞれの回折ピークに対して Fig. 21 と同様の解析を行い、ピー









Fig. 29  Medium-angle X-ray diffraction profiles in the pig stratum corneum as a 
























































































Fig. 30  Effects of the EtOH treatment on the reciprocal of the peak position (○) and the 
full width at half maximum (△) for the soft keratin 
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第 4 節 考察 
 
SPring-8 の高輝度の放射光を用いた X 線回折測定は、多成分系で複雑な角層
構造中の規則的構造部分を分子レベルにて詳細に観測するための有用な方法で
ある。我々は、ヘアレスマウス角層に種々濃度の EtOH 水溶液を適用し、角層の
X 線回折像がどのように変化するかを試験した。皮膚表面の水分量は 20‒30 wt%
であり 95)、20‒30 wt%の水分量でラメラ構造が最も安定化する 96)ことがわかって






た研究報告はこれまでにない。そこで今回の実験では、適用 EtOH 濃度毎に n = 














るには 1 次回折ピークを単離する必要があった。そこで、3 つのガウシアンカー
ブとバックグラウンド直線を組み合わせたフィッティング解析を行ったところ、
短周期ラメラ構造の周期と半値全幅値を割り出すことが出来た。一方、長周期





















EtOH の処理では秩序化してくる。水層中では当然ながら、水分子と EtOH 分子
のセラミド等の分子の極性頭部との相互作用の違いがあると考えられる。また、
水の濃度が高い領域では水分子が構造化し、EtOH 濃度が高い領域では EtOH 分
子が構造化しているが、それらの中間の領域では水分子とエタノール分子が構
造化していない、すなわち、乱れた状態になっていることが考えられる。100%





イメージを Fig. 31 に示す。 
 
 


















































































の推察は、我々が以前に報告したブタ皮膚を用いた in vitro 皮膚透過実験結果と
一致するものの 32)、EtOH 処理した皮膚の角層構造と化学物質の皮膚透過性との
関連については更なる調査が必要である。特に、長周期及び短周期ラメラ構造










を示唆した。そこで本編では、EtOH 水溶液を共存させた条件で角層の X 線回折


























第 1 編 種々濃度のエタノールで処理した皮膚の化学物質透過性の比較 















第 2 編 化学物質の皮膚透過性に及ぼすエタノール前処理と毛嚢プラッギング
処理の影響 


























第 3 編 皮膚電気伝導性に及ぼすエタノール前処理の影響 
EtOH 処理をした皮膚を用いた水溶性化合物の透過性は、皮膚の水性経路への
移行性との関連が示唆された。そこで、低分子イオンの透過性を示す皮膚電気
















構造に及ぼす EtOH 濃度の影響を分子レベルで明らかにすることを試みた。 






























に、低濃度の EtOH と 100%の EtOH で逆の効果を示し、EtOH 濃度に依存する効
果が一致する短周期ラメラ構造の寄与が大きいのではないかと推察される。 
本研究の実験は、EtOH の皮膚への作用を明確にするため、極端な条件（無限
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